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緒　　　言
　海洋性細菌 Marinomonas mediterranea はメラニン形
成能を有し Oceanospirillaceae 科に属するグラム陰性細








本研究室ではこの M. mediterranea 由来εLysOX のＸ
線結晶構造解析に成功し，全体構造を明らかにするとと
もに，酵素内アミノ酸残基の Cys516 と Trp581 が結合し
て補酵素システイントリプトフィルキノン（CTQ）を形
成していることを明らかにした（Fig. 1 ）3）．更に本菌が
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　Novel glycine oxidase (GlyOX) from Marinomonas mediterranea depends on cysteine 
tryptophilquinone (CTQ) and catalyzes the oxidative deamination of glycine to produce a glyoxylate, 
ammonia, and hydrogen peroxide.  M. mediterranea GlyOX genes (goxA and goxB) were cloned and 
recombinant GlyOX was heterologously expressed by E. coli.  The purification of recombinant GlyOX 
was carried out by metal affinity and DEAE-Toyopearl 650 M column chromatographies.   
M. mediterranea GlyOX was homotetramic with a molecular mass of 76 kDa and showed optimum 
activity around 30°C and at pH 5.0, and stability below 50°C and between pH 5.0 to 9.0.  M. 
mediterranea GlyOX shows a strict substrate specificity toward glycine, and the Michaelis constant for 
glycine was 0.5 mM.  M. mediterranea GlyOX could determine the quantity of glycine in human serum 
and human blood plasma with high sensitivity. This study revealed the catalytic and structural 
properties of M. mediterranea GlyOX with high substrate specificity.
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　M. mediterranea NBRC 103028株のゲノム DNA を単
離し GlyOX をコードする goxA と goxB の両遺伝子を増
幅した．増幅した goxA，goxB を pRSFDuet- 1 プラスミ
ド（Merck Millipore 社）に連結し，発現ベクターpRSFD  











15 mM，4-アミノアンチピリン 2 mM，フェノール 2 mM
を含む反応混合液900 µl に酵素液100 µl 添加して反応を





定量した．なお，1 分間に 1 µmol の過酸化水素を生成す
る酵素量を 1 U とした．
　E. coli Rosetta（DE3）pLysS/pRSFD goxA-goxB の
培養
　E. coli Rosetta（DE3）pLysS/pRSFD goxA-goxB を
カナマイシン 50 µg/竓含有 LB 培地で一晩培養した．そ
の前培養液を 50 µg/竓含有 LB 培地に 1 % 植菌し37℃
で O.D. 600＝0.6になるまで培養した．その後終濃度














DEAE-トヨパール 650 M を50 mM リン酸カリウム緩













ち，同じ温度で 3 分間酵素反応を測定した．最適 pH は
各 pH の緩衝液 15 mM に置き換えて測定を行った．そ
の際 pH 3 - 6 はクエン酸 Na 緩衝液，pH 6 - 8 はリン酸
カリウム緩衝液，pH 8 -10はホウ酸 Na 緩衝液を使用し














































たところ，pH 5.0～9.0で安定であった（Fig. 4 ）．
　19種類の L-アミノ酸への基質特異性を検討したとこ
ろ，グリシン以外の L-アミノ酸には活性を示さなかった
（Fig. 5 ）．このことから M. mediterranea 由来大腸菌組
換え GlyOX はグリシンに対して厳格な基質特異性を持
つことが示された．また特徴的なのは Table 2 のように
















crude extract 1,600 420 0.26 100 1
metal affinity 1.0 90 90 21 350
DEAE-Toyopearl 650 M 0.25 40 160 9.5 620
Fig. 3  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of recombinant 
GlyOX.   
Lane M, molecular mass standard marker, Lane 1, crude 
extract, Lane 2, after metal affinity chromatography, 
Lane 3, after DEAE Toyopearl 650 M column chroma-
tography. Ten µg of protein was applied in each lane.
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Fig. 2  Genes around GlyOX coding region（A）. Plasmid map 
of pRSFD goxA-goxB（B）.
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Fig. 5  Substrate specificities of recombinant GlyOX.  
Substrate specificity of recombinant GlyOX was examined using natural L-amino acids and structural analogue of glycine, and 
D-amino acids. Relative activity of each substrate was calculated as 100% activity torward glycine.
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Fig. 4  Effect of temperature and pH on the activity and stability of recombinant GlyOX.  
（A）Optimum temperature of recombinant GlyOX.（B）Optimum pH of recombinant GlyOX. The reaction was performed using 
citrate buffer at a pH range of 3-6, potassium phosphate buffer at a pH range of 6-8 and sodium borate buffer at a pH range of 
8-10. （C）Thermal stability of recombinant GlyOX.（D）pH stability of recombinant GlyOX.
Table 2 Substrate specificity of GlyOXs from various kinds of bacteria
Substrate
GlyOX from  
Marinomonas mediterranea
GlyOX from  
Bacillus subtilis5）
GlyOX from  
Geobacillus kaustophilus7）
glycine 100 77.4 36
sarcosine 0 100 69
N-ethyl glycine 0 85.3 85
glycine ethyl ester 5 - 26.3
glyphosate 0 - -
D-Ala 1 7.4 69
D-Pro - 15.1 100
　組換え GlyOX の反応速度論解析と分子質量測定
　精製酵素を用いてグリシンに対する反応速度論の解析
を行った．元菌由来 GlyOX と大腸菌組換え GlyOX の結果
を比較したところ Table 3 に示す結果となった．kcat/Km
が組換え GlyOX では27 s-1/mM と元菌由来 GlyOX と同
等の触媒効率であることを示した．また M. mediterranea
由来 GlyOX の触媒定数（kcat ＝13.4）は Bacillus subtilis
由来 GlyOX（kcat ＝0.9）よりも優位に高い結果であった．
　分子質量をゲル濾過法で測定したところ260,000 Da と









　以上をまとめると Table 3 のようになる．M. mediter︲















の発現に必要な goxA と goxB 両遺伝子をクローニング
し，組換え GlyOX を大腸菌で異種発現させた．組換え
GlyOX の精製はメタルアフィニティークロマトグラフ
ィーと DEAE-トヨパール 650 M カラムクロマトグラ
フィーで行った．本酵素は30℃，pH 5.0が反応最適条件








Fig. 6  Glycine determination in human serum and human blood 
plasma.  
（A）Standard curve of glycine by GlyOX enzymatic 
assay.（B）Glycine concentration in human serum and 
human blood plasma were determined by HPLC（■）and 
enzymatic assay using recombinant GlyOX（□）.  The 
mean ± SD of triplicates.







Cofactor CTQ FAD FAD






Optimum temperature（℃） 30 45 74
Optimum pH 5.0 8.0 8.5
Specific activity（U/mg） 160 0.46 11.85
Km（mM） 0.5 1.0 0.25
kcat（s-1） 13.4 0.6 -
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